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(57) Abstract 

The object of the prese nt inv ention is a process fOT^yEAesizing solid phase nucleic aridsreharacterized in that a mineral or organic 
polymer, bound by a bivalent bydiocarbon radical to an epoxy c»r grycol-type group, is used as a solid support; said epoxy or glycol-type 
group comprising .two adjacent saturated carbon atoms on which an OH and a nucleophilic group are substituted.? The present invention 
also pertains to compounds containing an epoxy or glycol-type group as defined above, useful for example as a solid support in a process 
for solid support nucleic acid synthesis. 



(57) Abreg* 

La presente invention a pour objet un prooSde* de syn these d'acides nucteiques en phase solide, caracterisS en ce qu'on utilise comme 
support solide un potymere mineral ou organique reH£ par un radical hydrocarbone divalent a un groupe epoxyde ou un groupe du type 
glycol, ce dernier consistant en deux carbones satures adjacents sur lesquels se trouvent substitues un groupe OH et un groupe nucleoptale. 
La presente invention a egalement pour objet des composes comportant un groupe epoxyde ou un groupe du type glycol tel que defini 
ci-dessus, utile notamment comme support solide dans un precede* de syn these d'acides nucleiques sur support solide. 
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PROCEDE DE SYNTHESE D7 "IDES NUCLEIQUES SUR SUPPORT 
SOUDE ET COMPOS LS UTII. NOTAMMENT COMME SUPPORT 
SOLIDE DANS LEDIT PROCEDE 

La presente invention concerne un precede Lie synthese d'acides 
nucleiques sur support solide. La presente invention concerne egalement 
un support solide utile, notamment en biotechnologie et particulierement 
dans le procede de synthese d'acides nucleiques selon 1'invention. 
5 La presente invention concerne enfin un procede de preparation 

dudit suppon solide. 

La synthese d'acides nucleiques sur support solide est 
particulifcremen; utilisee dans les synthases automatisees 
^oligonucleotides d'ADN ou ARN. 
10 Dans la presente demande, on entend par "acides nucleiques" des 

acides desoxyribonucteiques ou des acides ribonucleiques, ou, plus 
generalement, des polynucleotides ou oligonucleotides ou les bases, liens 
phosphates inter-nucleotidiques, ou encore les cycles riboses des bases, 
peuvent etre modifies chimiquement de fagon connue. II peut s'agir 
15 notamment d'oligonucleotides d'anomeries a ou p, d'oligonucleotides de 
lien internucieotidique du type phosphorothioate ou methyl phosphonate. 
ou encore d'oligothionucleotides. 

La premiere etape d'un procede de synthase d'acides nucleiques, 
sur support solide, consiste a attacher le premier nucleoside de la 
20 sequence d6siree sur un support solide, constitue traditionnellement des 
billes de verre k porosite controiee (CPG) ou, plus generalement, d'un 
polymere mineral ou organique foncticnnalise. 

Les techniques actuellement mises en oeuvre impliquent 
l'utilisation de huit reactifs differents comme supports solides, constitues 
25 par un polymere mineral ou organique fonctionnalise, lie k un nucleoside 
A, T, C, G, ou U, selon que la sequence a preparer comporte comme premier 
deoxyribo- ou ribo nucleotide A, T, C, G, ou U. Les constructeurs 
fournissent d'ailleurs des reacteurs ou l'un de ces nucleosides a ete 
prealablement attache au support. Selon que la sequence commence par A, 
30 T, C, G, ou U, on choisit done le reacteur approprie. L'eiongation de ce 
premier nucleoside se fait ensuite dans le sens 3' -> 5', ou 5'->3', grace a des 
reactifs de couplage. Un cycle de synthese, e'est-^-dire le couplage entre 
deux nucleotides, comporte au moins trois etapes : (1) deprotection de la 
fonction OH en 5' ou 3' d'un premier nucleotide, en particulier 
35 detritylation, (2) activation de ladite fonction OH, 5* ou 3* de ce premier 
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nucleotide et condensation avec Pextremite 3' ou 5' respectivement d'un 
deuxieme nucleotide, et enfin (3) oxydation du groupe phosphite du lien 
internucleotidique obtenu en phosphate. 

La synthese de ^oligonucleotide se fait de preference dans le sens 
5 3'->5\ Dans ce cas, le materiel de depart est un nucleoside protege en 5'OH 
et attache au support par Pextremite 3' du cycle desoxyribose ou ribose. 
Les nucleotides qui sont ulterieurement ajoutes sont sous forme d'un 
derive protege en 5' et dont Phydroxyle en 3 F possede un groupement 
phosphite ou phosphate substitug. 

10 Selon le type de substitution sur le phosphate, on distingue 

differentes methodes : la methode des phosphoramidites, decrite 
notamment dans EP 61746 et US 4,458,066, est aujourd'hui Pune des 
methodes de choix, car elle pennet d'atteindre des rendements de couplage 
eieves (superieurs a 98%). L'hydroxyle en 3* possede done un groupement 

15 phosphoramidite (voir figure 1). Outre Pimportance de ces groupements 
pour la solubilite des nucleosides dans le solvant organique, le 
groupement phosphoramidite rend Patome de phosphore plus susceptible 
k Pattaque par une fonction hydroxyle primaire, comme celui en 5' des 
nucleosides ou chaines en croissance detrityle(e)s. La fonction hydroxyle . 

20 en 5' d6proteg6e devient suffisamment nucleophile pour reagir avec le 
groupement phosphoramidite du deuxieme nucleotide. 

Les syntheses d'ADN et d'ARN en phase solide presentent de grandes 
homologies. Les monom^res et les supports sont differents mais 
1 'instrumentation et les reactifs sont identiques. 

25 Les oligonucleotides obtenus en fin de cycles de synthese doivent 

etre detaches du support et les fonctions protectrices doivent etre 
eiimin6es. Le clivage du support, la deprotection des bases et Pelimination 
du groupement lie au phosphore sont effectues simultanement dans une 
solution ammoniaque. Dans le cas d'ARN, Pethanol permet de solubiliser 

30 les 2'Osilyl-oligoribonucleotides et de minimiser la desilylation, PARN 
natif n'etant pas stable en conditions basiques. La solution 
ammoniaque/ethanol contenant Poligoribonucleotide passe en phase 
liquide est ensuite separee du support de verre et evaporee. La suppression 
des groupements silyl se fait en presence de fluorure de 

35 tetrabutylammonium (TBAF) a temperature ambiante pendant seize 
heures. Le TBAF est ensuite neutralise par du TEAA (acetate de triethyl 
ammonium). 
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II existe egalement d'autres methodes, en particulier la methode 
dite aux phospho tries ter, methode aux phosphodiesters, methode des H- 
phosphonates et, enfin, methode des phosphites. 

Un support solide utilisable pour la synthese autoinatisee des 
5 oligonucleotides, doit repondre aux caracteristiques suivantes : 

1) le support solide doit reagir selectivement avec i'extremite 3' 
fonctionnalisee du nucleotide notamment du type phosphoramidite, H- 
phosphonate, phosphotriester, phosphodiester, phosphite, ou avec tout 
autre r6actif monom^re selon la methode de synthese utilisee; 
10 2) la liaison support-oiigonucleotide doit etre stable dans les conditions 
de la synthese, et 

3) la liaison support-oligonucleotide doit pouvoir etre hydrolysee en fin 
de synthase dans les conditions de l'etape de deprotection de 
^oligonucleotide, et 

15 4) le lien covalent entre support et oligonucleotide doit etre tei que, lors 
du decrochage, roiigonucl£otide Iib6r6 soit de type natif, c'est-&-dire 
que la fonction hydroxyle 3' terminale est libre ou ne porte pas de 
residu issu de la synthase. 

De nombreux supports ont d€jk ete decrits dans la litterature pour la 
20 synthese en phase solide d'oligonucleotides. 

Ces supports peuvent Stre constitu£s de polymeres organiques tels 
que polystyrene (Nucleic A. Res. 1980, volume 8), la polyacrylamide 
acryloylmorpholide, le polydim6thylacrylamide polym6ris6 sur kieselfuhr 
(Nucleic Ac. Res. 9(7) 1691 (1980)). 
25 D'autres supports droits sont de nature inorgsnique, en particulier 

k base de silice fonctionnalis£ par un radical hydrocarbon^ portant un 
groupe NH2 et/ou COOH (J.AM. Chem., 105, 661 (1983), ou le support a base 
de silice fonctionnalise par un groupement 3-aminopropyltri6thoxysilane 
dont Tutilisation en synthese phosphite et phosphoramidite pour la 
30 preparation d'oligonucleotides a ete d&xite pour la premiere fois dans le 
brevet europeen n° 0035719. 

Cependant, ces supports ont des defauts significatifs : Us ne sont pas 
universels et ne peuvent etre utilises en synthese d'oligonucleotide 
qu'apres une preparation pr£alable de leurs derives de nucleosides 
35 correspondants, par exemple, CPG-A, CPG-G, CPG-T, CPG-C ou CPG-dA, CPG- 
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dG, CPG-dU, CPG-dC; la preparation de ces derives impliquant egalement 
une preparation prealable du 3'-p-nitrophenyl-succinate-nucle6side qui 
demande plus de temps et des depenses importantes de reactif. 

Afin de remplir les quatre conditions decrites ci-dessus, et 
5 notamment la derntere, les suppons actuellement utilises sont lies au 
premier ribonucleoside ou desoxyribonucleoside de la sequence k 
synthetiser, comme rappele precedemment. En particulier, il n'y a pas de 
groupe phosphate entre Pextremite 3' (ou 5') du premier nucleotide ou 
nucleoside et le polymdre fonctionnalise. Pour demarrer la synthese, 
10 Toperateur doit done choisir parmi des supports r6pondant en general k 
une formule comme suit : 



15 




dans iaquelle : 

20 - A est un atome d'hydrog&ie (desoxyribonucl6oside) ou un groupement 
hydroxy le eventuellement protege (ribonucleoside), 

- B est une base purique ou pirimidique dont la fonction amide 
exocyciique est eventuellement protegee. Ces agents protecteurs, en 
general benzoyle ou isobutyryl, aident en outre a leur solubilisation 

25 dans les solvants organiques utilises au cours de la synthese, 

- C est le groupement protecteur transitoire usuei de la fonction 5* 
terminale, en general du type trityle telle que dimethoxytrityle, 

- P est le support soiide constitue par un polymere mineral ou organique 
relie directement k l'extremite 3', eventuellement substitue par un 

30 radical de hydrocarbone divalent relie par un lien ester en 3* du 
nucleoside. 

Un but de la presente invention est de fournir un procede de 
synthese d'oligonucleotides en phase soiide, plus particulierement un 
procede en synthese automatique, dans lequel on utilise un support dit 
35 "universeP. On entend ici par "support universel" un support soiide que 
Ton peut utiliser quel que soit le premier nucleotide de TARN ou 1'ADN k 
synthetiser, quel que soit le type de reactif monomere utilise pendant la 
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synthase, c'est-a-dire quel que soit le type de substitution sur le 
groupement phosphate en 3', ou en 5' selon que Ton fait la synthese dans 
lesens 5'->3' ou 3' -> 5'. 

Un autre but de la presente invention est de pouvoir utiliser ce 
5 "support universel* dans un proceee impliquant les memes conditions 
reactionnelles que les syntheses automatisees en phase solide. 

En particulier, un but de la presente invention est que le reactif 
monomere servant a accrocher le premier nucleotide sur le support solide 
soit un reactif monomdre identique au reactif monomere servant a 
10 accrocher les autres nucleotides de la sequence pendant la synthese, 
notamment en ce qui concerne la protection en 5' et en 3'. 

Un autre but est egalement que le support solide soit conforme aux 
quatre caracteristiques mentionn^es ci-dessus. 

En particulier, une difficulte dans le but que vise a atteindre la 
15 presente invention, tient en ce que le premier nucleotide que Ton 
introduit comporte un groupe phosphate en 3' ou 5' qui doit pouvoir, apres 
clivage entre le support et Poligonucleotide dans les conditions usuelles 
dedeprotection en milieu basique, en fin de synthase, lib^rer une 
extr£mite 3' ou 5* OH, suivant le cas. 
20 Realiser un support tei universel etait, jusqu'i aujourd'hui, 

considere comme inconcevable, k cause de Pincompatibilit6 apparente 
entre la necessite de synthetiser un oligonucleotide 3' OH, par exemple, et 
Putilisation directe des la premiere base d'un reactif identique aux 
reactifs monom&res usuels porteurs d'un groupement phosphate en 
25 position 3* terminale. 

Selon la presente invention, on a reussi a fonctionnaliser le 
polym^re du support solide avec un radical hydrocarbone comportant un 
groupe rdactif tel que : 

1) le groupe puisse etre couple a une extremite 3' ou 5' protegee des 
30 reactifs monom6res, dans les memes conditions que sont couptees 

Pextremite 3* ou 5* du nucleotide terminal de la chaine d&}& synthetis£e 
avec Pextremite respectivement 5' ou 3' du reactif monomdre suivant k 
accrocher, et 

2) le clivage final du lien covalent entre le support solide et 
35 Poligonucleotide, via ce groupe, se fasse dans les conditions de la 

deprotection finale de Poligonucleotide, et 
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3) la fonction hydroxyle k Textremite 3' ou 5' terminate puisse etre libre 
ou, plus generalement, que le groupe phosphate terminal du premier 
nucleotide reste sur le support. 

On obtient P'universalite" des supports en phase solide selon la 
5 presente invention, grace a une fonctionnalisation du polym£re mineral 
ou organique avec un radical hydrocarbone comportant des groupes du 
type glycol dans lesquels un groupe OH et un groupe nucleophiie se 
trouvent en position vicinale, c'est-k-dire sur deux carbones adjacents, a 
i'extremit6 du radical hydrocarbone, ces deux carbones pouvant etre 
10 eventuellement substitu6s par des groupes inertes. 

On entend ici par "groupe inerte D un groupe qui ne reagit pas dans 
les conditions rencontrees lors des differentes etapes de la synthase sur 
support solide d'acides nucleiques selon 1'invention. 

La presente invention a done pour objet un procece de preparation 
15 d'acides nucleiques par synthese sur support solide, caracterise en ce 
qu'on utilise comme support solide un polym£re mineral ou organique 
relie par un radical hydrocarbone divalent k un groupe 6poxyde ou un 
groupe du type glycol, ce dernier consistant en deux carbones satures 
adjacents sur lesquels se trouvent substitues respectivement un groupe OH 
20 et un groupe nucleophiie. 

De facon avantageuse, l'accrochage du premier nucleotide siir le 
support solide se fait dans les memes conditions et avec le meme reactif 
monomere que pour la condensation du deuxieme nucleotide avec le 
premier nucleotide lie au support, qui peuvent etre les conditions et 
25 r^actifs monomeres conventionnels utilises lors de la synthese d'acides 
nucleiques sur support solide, ledit premier nucleotide correspondant au 
premier nucleotide de la sequence dudit acide nucleique. 

Dans un mode de realisation particulier, le precede de Tinvention 
comprend les etapes suivantes de : 
30 1) condensation du groupe OH en 5* ou 3* du premier nucleotide ou d'un 
oligonucleotide reli£ k son autre extremite 3' ou 5' au dit support 
solide, k l'aide d'un agent de couplage, avec le groupement phosphate 
Eventuellement substitue respectivement en position 3' ou 5' d'un 
reactif monomere nucteotidique prot£g£ en 3' et 5' ; 
35 2) oxydation ou sulfuration du lien internucldotidique du type phosphite 
obtenu k 1'etape 1) en un lien phosphate respectivement- 
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3) deprotection de Textremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k i'etape 2) ; 

4) repetition des etapes 1) a 3) autant de fois que de nucleotides k ajouter 
pour synthetiser l'acide nucleique. 

Plus precisement, le procede peut comprendre les etapes suivantes 

5 de: 

1) condensation k i'aide d'un agent de couplage dudit groupe OH dudit 
groupe de type glycol du support solide avec un groupe phosphate ou 
phosphite eventuellement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif 
monomere nucleotidique protege en 5'-0 et 3-0 ; 
10 2) oxydation ou sulfuration du lien covalent du type phosphite entre le 
support solide et le premier nucleotide obtenu k I'etape 1) ; 

3) deprotection de Textremite S'-O ou 3'-p du produit obtenu a i'etape 2) ; 

4) condensation du groupe 5 'OH ou 3 'OH du produit obtenu a I'etape 3) 
avec le groupe phosphate, phosphorothioate ou phosphite 

15 Eventuellement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif monomere 

nucteotidique protege en S'-O ou 3'-0 respectivement, a 1'aide dudit 
agent de couplage, dans les memes conditions que I'etape 1); 

5) oxydation ou sulfuration du lieu internucleotidique du type phosphite 
phosphite resultant de I'etape precedente en un lieu du type 

20 phosphate ou phosphorothiate respectivement ; 

6) deprotectionde l'extremit6 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu a I'etape 5) ; 

7) repetition des etapes (4), (5), et (6) autant de fois que de nucleotides k 
ajouter pour obtenir l'acide nucleique k preparer. 

Les Stapes ci-dessus conduisent k un oligonucleotide relie au 
25 support solide. De fagon appropriee, le precede selon 1'invention comporte 
une etape finale de decrochage de l'acide nucleique du support et 
elimination des groupes protecteurs des bases et, le cas echeant, des 
positions 2'-0 de l'acide nucleique. 

Dans les techniques anterieures oii le support solide est d€\k relie k 
30 un premier nucleoside correspondant au premier nucleotide de la 
sequence k preparer, avant le commencement des cycles de synthase, 
ledit support comporte en general une protection en 5' ou 3' dudit 
nucleoside. Dans ce cas, le cycle de synthese commence par une etape de 
deprotection en milieu acide, en general une d6trylylation avec du TFA, 
35 DCA ou TCA dans du dichloromethane. 
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Selon la presente invention, le procede peut egalement commencer 
par une etape de deprotection et Ton peut alors utiliser comme support 
solide initial un support selon Finvention comportant un groupe epoxyde. 

Le procede selon 1'invention comprend alors une etape prealable 
5 d'ouverture dudit groupe epoxyde dudit support solide, en milieu anhydre 
et acide, dans les conditions usuelles de deprotection des groupes OH en 5' 
ou 3* pour donner ledit groupe du type glycol du support solide. 

La presente invention a egalement pour objet des composes de 
formules suivantes et leur utilisation a titre de support solide dans un 
10 procede de synthase d'acides nucleiques selon 1'invention : 



15 



20 




(I) , 



(ID , 



25 

dans lesquels : 

- Tun de Ri, R'i, R"i, R2 et R'a represente un polymdre mineral ou 
organique - P ou un radical hydrocarbon^ substitue par un polymere 
mineral ou organique, et 

30 les autres represented H, ou un groupe inerte tel qu'un groupe alkyi 
eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs halogene(s), 

- Nu est un groupe nucleophile tel que NH2, -OAlk, -NHAlk, -N(Alk>2, 
•NHAc, -OAc, -S-Ac, -S-Alk, Halogfcne ; les groupes Alk et Ac 6tant des 
groupes alkyle et acyle respectivement en C 1 a C7, de preference C 1 a C4 

35 eventuellement substitues, notamment par un ou plusieurs halogene(s). 
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On cite plus particulierement les composes pour lesquels Nu est 
-N(Alk) 2 , -NHAc, -O-Ac, -SAc et un halogene. 

Dans un mode de realisation appropriee, ledit support solide 
reprend l'une des formules : 

Nu OH 



H CH (la) 

*1 R 2 



ou 
OH 



f H 2 4 

R 1 C— 0 R 2 



(Ila) 



15 

dans lesquelles Ri, R2, Nu ont les significations donnees precedemment. 

Plus simplement encore, ledit compose repond a l'une des formules : 

Nu 

^CH CH 2 (OH) (lb), 

Ri^ 

Ri — CH CH 2 (I'b), ou 

R! C O— CH 2 CH 2 (OH) (lib) 

0 

Selon une variante de realisation, Ri et R 2 ou R'i et R' 2 forment 
ensemble un cycle, notamment un heterocycle, sur lequel se trouve 
substitue le polymere. 
30 En particulier, U est possible que (Ri et R 2 ) ou (R'i et R 2 ) forment 

ensemble un ribose et Nu represente la fonction 2'-0 protege par un 
groupe protecteur tel que Nu represente par exemple CH3- C=0. 

De facon appropriee, dans le precede de synthese d'acides 
nucleiques selon l'invention, ledit support solide est constitue par un 
35 compose (I), (la), (lb), (II), (Ha), (lib) ou (V) et (I'b) selon l'invention. 
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Selon les variantes les plus couramment utiiisees, ledit reactif 
monomere nucleotidique repond a la formule : 



5 



10 




(III) 



dans laquelle : 

- A represente H ou un groupement hydroxyle eventuellement protege, 

- B est une base purique ou pyrimidique dont la fonction amine 
15 exocyclique est eventuellement protegee, 

- C est un groupe protecteur conventionnel de la fonction 5'-OH, 

- x= Oou 1 avec 

a) lorsque x - 1 : 

• R3 represente H et R4 represente un atome d'oxygdne charge 
20 negativement, ou 

• R3 est un atome d'oxygene et R4 represente soit un atome 

d'oxygene, soit un atome d'oxygene porteur d'un groupe 
protecteur, et 

b) lorsque x = 0, R3 est un atome d'oxygene porteur d'un groupe 
25 protecteur et R4 est soit un halogene, soit un groupe amine disubstitu£. 

• Lorsque x est egal k 1, R3 est un atome d'oxygene et R4 est un atome . 
d'oxygdne, il s'agit alors de la methode dite aux phosphodiesters, 
lorsque R4 est un atome d'oxygene porteur d'un groupement 

protecteur, il s'agit alors de la m&hode dite aux phosphotriesters. 
30 - Lorsque x est egal 1, R3 est un atome d'hydrogene et R4 est un atome 
d'hydrogene et R4 est un atome d'o^gene charge negativement, il 
s'agit alors de la methode dite aux H-phosphosphonates, et 
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- Lorsque x est 6gal a O, R3 est un atome d'oxygene porteur d'un 
groupement protecteur et R 4 est soit un halogene, il s'agit alors de la 
methode dite des phosphites et, lorsque R4 est un groupe partant du 
type amine disubstitue, il s'agit alors de la methode dite des 
5 phosphoramidites. 

Les reactifs-supports de formule I, P et II selon la presente 
invention reagissent avec les reactifs monomeres III usuels, dans les 
conditions usuelles de condensation en milieu acide dans les methodes de 
synthese d'acides nucleiques sur support solide, selon le schema suivant : 



10 



15 



20 



25 




Dans les formules III et IV, P, A, B, C, D, R3, R 4 et x ont des 

30 significations donnees pr6c6demment. 

En outre, dans les conditions de P6tape d6crochage et deprotection 
finale, qui a lieu apr6s la derni^re etape d'oxydation, l'oligonucl^otide 
synth6tise est separe du suppon, de telle sorte que le groupe phosphate en 
(3* ou 5') reste relie au support. Dans le cas d'une synthase dans le sens 

35 3'->5\ le schema reactionnel ci-dessous illustre cette derniere etape, 
lorsqu'on utilise le support solide de la formule I ou V: 
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10 




Dans les composes (V) et (VI), D represente un oligonucleotide, les 
autres parametres ont les vaieurs donnees precedemment. 
15 Cette reaction a lieu en milieu faiblement basique et conduit k une 

cyclisation en C-5 par ^-elimination. 

Les composes de formule (II) correspondent en fait a des composes 
de formule (I) dans lesquels le groupe Nu comporte le polymere dans la 
mesure ou le groupe RiCOO est un groupe nucleophile. Lorsqu'on utilise 
20 le support solide de formule II, on a done le schema suivant : 




+ 

35 

Dans ce schema, le polymere peut se trouver dans R2, e'est-a-dire 
substitue sur le cycle phosphate, ou dans R x . 
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A titre de polymere, on cite les materiaux constitues de microbilles 
ou microfibres de verre, noramment poreux, de silice, d'oxydes 
metalliques, ou de polymeres organiques, notamment de la cellulose, ou du 
polystyrene eventuellement substitue. 
5 De preference, le polymere est un polymere mineral constitue a 

base de verre ou de silice, notamment un gel de silice. 

Les composes de formules (I), (P) et (II) peuvent etre prepares par 
des procedes connus de Phomme de Tart et a Paide de reactifs disponibles. 

Les composes de formule (I), (P) ou (II) peuvent, par exemple, etre 
10 pr6par6s a partir d'un polymere fonctionnalise par un groupe COOH ou 
NH2 que Pon fait reagir de fagon connue sur la fonction X = NH2 ouCOOH 
terminal respectivement d'un compost 



15 



ou 

R2 

- Les groupes Nu et OH sont eventuellement proteges par des groupes 
protecteurs ; 

- R est un reste divalent d'un radical hydrocarbone tel que R\ = (F)- R- . 

20 On etabiit ainsi un lien amide. Bien entendu, dans le schema ci-dessus, 
X - R peut tout aussi bien etre substitue a RV 

Les composes de formules (P) et (II) peuvent aussi etre 
prepar^sselon ce mSme type de reaction a partir de®- NH2 et d'un 

compose ou X - R est substitu6 k R\ $ R'i ou R"i dans lesdites formules. 
25 Les composes de formules (P) peuvent aussi etre prepares a partir 

(F)- Rj - NH 2 et de R'{~~pC C^-~R' 2 

HOCO R*2 
30 Lorsque le support solide est represente par la formule (I), il peut 

aussi etre prepare par une reaction d'ouverture du cycle 6poxyde de 
formule 

R'i ^- R ' 2 

J^C^— — -C<\ (P) 

35 Rj ^R 2 
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en milieu anhydre, acide ou basique selon un mecanisme de substitution 
respectivement SNi ou SN2. en presence de HNu dans le milieu ou Nu 

represente ledit groupe nucleophile. 

Lorsque le support solide est represent^ par la formule (II) avec P 
compris dans Ri, il peut etre prepare a partir d'un polymere 
fonctionnalise par une fonction car boxy le (ce type de polymere est 
disponible dans le commerce) selon le schema suivant : 

^_ w 

®— O00H+ C C 

R'f R2 
dans des conditions illustrees a l'exemple 6. 

Lorsque le polymere mineral constitue de silice, on peut faire 
reagir les groupes Si - OH de celui-ci avec des composes 



- r'— c- -c 



(CH 3 0) 3 - Si - R'— C -C, 

R* est tel que (V)- Si - R* - represente R x dans des conditions connues de 
Thomme de Tart par exemple a 50°C tel qu'illustre k Texemple 1, ou le 
compose (I) est obtenu a travers le traitement de la surface de la phase 

20 solide par le glycidUoxypropyl-timethoxysilane a 1.0% dans une solution 
d'acetonitrile ou par un autre reactif contenant un epoxyde, suivi par une 
ouverture du cycle epoxyde dans des conditions controlees. 

Les avantages d'un support solide selon Pinvention et son 
utilisation dans le precede de synthese d'acides nucleiques, notamment 

25 automatique, sont multiples : 

- sa fabrication est extremement simple oomparee aux supports usuels; 

- sa capacity en moles par gramme est identique a celle des supports 
classiques; 

- son principe est applicable a tous les types de materiaux utilises comme 
30 support solide (CPG, phases polymeriques, membranes...); 

• les parametres de la synthese d'oligonucleotides ne sont pas modifies, 
le support est compatible avec tous les synthetiseurs; 
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- l'etape de deprotection dans un procede de synthase d'ADN ou d'ARN est 
effectuee dans les memes conditions que pour un support classique; 

- il n'y a aucune etape supplementaire pour Tutilisateur du support 
universel dans un procede de synthese d'ADN ou d'ARN; 

5 - surtout, le support peut etre exploite pour la fabrication des 
oligonucleotides modifies a I'extremite 3' terminale en utilisant 
directement, au premier cycle, les monomeres correspondant a la 
nature de la modification souhaitee; 

- le fait d'avoir un seul support a fabriquer entraine une simplification 
10 et une diminution sensible du cout de la synthese des oligonucleotides; 

- le support universel simplifie consid£rablement la gestion des 
differents r^acteurs actuellement necessaires pour la synthase des 
oligonucleotides; 

- enfin, le support universe! permet de concevoir un systeme de 
15 synthese mult:reacteurs considerablement simplifie par 

l'independance de chaque reacteur vis-a-vis de la sequence a 
synth6tiser. 

La formule generate suivante illustre des composes supports solides 
selonj'invention : 



®- W(CH 2 )irCH-CH2-Y-^ 
\J y X O COCHrCF 



(vn) 



COCHrCHrOH 

a 



dans laquelle est un materiau constitue de microbilles bu^crofibres 
25 de verre, de silice, d'oxydes metalliques, de cellulose, ou de polymferes 
organiques tels que le polystyrene, et dans laquelle: 
k est un nombre entier pouvant varier de 1 k 20 
1 est un nombre entier pouvant varier de 0 a 1 
m est un nombre entier pouvant varier de 0 k 1 
30 n est un nombre entier pouvant varier de 0 a 100 

X represente -H,-N(Alk) 2 , -NHAcyl, -OAcyl, -SAcyl, -Hal, 

y represente -H, -ou, -O-, -NHAlk, -S-, -C-O- 

O 

D'autres caracteristiques et avantages de la presente invention 
35 apparaitront a la lumiere des exemples qui vont suivre. 
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Dans les exemples 1 a 6 qui suivent, on a utilise un synthetiseur 
APPLIED BIOSYSTEM 394*. La methode utilisee est la methode aux 
phosphoramidites. 

L'elongation s'effectue dans le sens 3'->5' a partir du premier 
5 nucleoside fix£ sur le support. Un cycle de synthese, correspondant a 
I'addition d'un nucleotide, comprend egalement trois etapes : deblocage, 
couplage et oxydation. Lors de I'etape de deblocage (ou detrityiation), 
Thydroxyl 5* terminal de ^oligonucleotide en cours de synthase protege 
par le groupe Dmtr, est deprotege sous Paction de i'acide trichlorae£tique 
10 (TCA). Le cation trityl ainsi libera presente, en conditions acides, une 
absorption a 498 nm f ce qui permet son dosage et 1'estimation du 
rendement de la reaction. Au cours de Tetape de condensation, le 
groupement posphoramidite du reactif monomere, delivre en large excds, 
est activ6 par le tetrazole et reagit avec I'hydroxyle 5' terminal libre pour 
15 former une liaison intemucleotidique de type phosphite. 

Le phosphite (trivalent) instable est ensuite oxyde en 
phosphotriester (pentavalent) en presence d'eau et d'iode. 

Le rendement de couplage est de 97 a 99%, il est necessaire de 
rendre non reactifs les hydroxyles en 5 9 des oligonucleotides n'ayant pas 
20 reagi. Cette operation 6vite d'allonger ces chaines tronquees au cours des 
cycles suivants. Cette quatrieme etape de "capping" consiste en une 
acetylation des hydroxyles en 5' par Tanhydride acetique et la N- 
methylimidazole. 

Plus precisement, les reactifs mis en oeuvre dans les differentes 
25 etapes sont les suivants : 

1) Detrityfctjoyi et qouplagq : 

Les formules A et B ci-apres reprSsentent schematiquement 
respectivement le nucleoside attache au support et le reactif monomere 
phosphoroamidite avec 
30 R 1 = R 2 = -CH(H 3 )2 

R3 = -(CH 2 ) 2 -C=N 

Le schema 1 represente la detrytylation. 
Le schema 2 represente la condensation. 



35 
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Nucleoside attache au support : Phosphorami d i te : 




Schema 1 



B, CH,-0H b 2 CHj-O-Tntyl ru ou 

Schena 2 Activation du 

phosphoramidite 
par le t6trazole 
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2) Cappjjpg: 



10 



15 



20 



25 



30 




35 



Schema 3 
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3) Oxvdation: 




Schema 4 



EXEMPT X 



20 On verse lg de poudre de verre poreux (CPG 00350C«; f; CPG INC. 

USA) dans 5 ml d'une solution de ^3.-glycidiloxypropyl-> 
trimethoxysilane 

[(Me-0) 3 -Si - (CH 2 )3 - O - CH 2 - CHJ k 10% dans r acetonitrile, on laisse 
25 reposer 30 minutes a une temperature de 50°C, ensuite on sSpare par 
filtration le support et on le lave avec acetonitrile (5 ml x 3) et on le seche 
sous vide* 

. €>n definit le nombre de groupes oxy, apres Touverture du cycle 
Epoxide gr4ce k la reaction du chlorure de dimethoxytrityi dans la 
30 pyridine suivi de la mesure spectrophotomgtrique d'absorptiondu cation 
trityle dans le melange d'acide perchlorique et d'ethanol k 495 nm. On 
obtient une capacite de 50-100 micromole pour 1 g de support. 



EXEMPLE 2 

35 

On remplit le reacteur avec 1 mg de support, obtenu k 1'exemple 1, 
et on synthetise l'oligonucleotide d(ATGC) par la methode standard aux 
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phosphoramidites rappelee ci-dessus avec une premiere etape dans les 
conditions de la detrytylation qui ouvre Je cycle epoxyde. Apres la 
synthese, on chauffe l'oligo-CPG une heure a 100°C dans 30 microlitres de 
solution aqueuse concentree d'ammoniaque. A des fins d'analyse, on 
5 degage Toligonucleotide, dont le dernier nucleotide est protege en 5' ci- 
apres abrege ON-trityle a Taide de l'HPLC dans une colonne a phase 
inversee. On obtient environ 90% d'oligonucleotide ON-trityle. 

EXEMPLE 3 

10 

On a realise la synthese de Texemple 2 avec une synthese d(AGTC) 
par la m&hode des H-Phosphonates. 

En ce qui concerne la synthese d'oligodeoxynucleotides par la 
methode des H-Phosphonates, on utilise : 
15 - les monomeres deja decrits (formule III) ; 

le principe de la synthese est identique a celui de la methode des 
phosphoramidites a quelques differences pr6s : 
. Tagent d'activation utilise est soit le chlorure d'adamantoyle, soit le 
chlorure de pivaloyl, 
20 . une seule 6tape d'ojtydation est effectuee a la fin de la synthese; 

la deprotection s'effectue dans les memes conditions que pour les 
phosphoramidites. 

EXEMPLE 4 

25 

On a realise la synthese avec le meme support qu'^ Texemple 2 avec 
une synthese de AGTC en serie ARN. 

En ce qui concerne la synthase des oligoribonucleotides (ARN) les 
monomeres sont de type 5'- O - Dimethoxytrity 1-3 '-O- 
30 Rcyanoethoxydiisopropylaminophosphine-2'-0-Tertiobutyl- 
dimethylsilyl-nucleosides (formule III avec A - Tertiobutyl- 
dimethylsilyl). 

La methode de synthese est celle dite des phosphoramidites. Comme 
decrit precedemment, la deprotection necessite une etape supplementaire. 

35 
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EXEMPLE 5 

On lave le support obtenu a I'exempie 1 dans le reacteur avec une 
solution HC1 a 1% de dichioromethane. On obtient un support du type 
5 glycol avec Nu = CI et on fait la synthese, toujours dans les conditions 
standards de la methode au phosphoroamidite. Le traitement et le 
decrochage de l'oligonucleotide se fait comme k I'exempie 2. On obtient 
environ 90% ^oligonucleotide ON-trityle. 

10 EXEMPLE 6 

On traite une membrane sous forme de disque en fibre de verre 
(0 4,7 cm, 1 g, f. WATMAN)<* comme dans I'exempie 1. 

On obtient un support d'une capacite de 20 ^moles de groupes oxy 
15 pour Ig de support. 

EXEMPLE 7 

Du disque obtenu a Pexemple 4, on decoupe un disque (0 4 mm, 
20 1 mg) et on realise la synthase, le traitement et le derochage des 
oligonucleotides d(AGTC) se fait comme £ I'exempie 3. 

On obtient pas moins de 90% ^oligonucleotide ON-trityle. 

EXEMPLE 8 

25 

On traite 1 g du support, contenant un carboxymethyle CPG CML® 
003 50C (CPG INC) avec 5 ml de la solution d'oxyde d'ethylene a 10% de 
dichioromethane k une temperature de 50°C pendant une heure. On isole 
le support par filtration, on le lave avec du dichioromethane et on le 

30 seche sous vide. 

On obtient un support d'une capacite de 50-100 nmole de groupes 

oxy pour 1 g de support. 
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REVENDICATIONS 

1. Precede de preparation d'un d'acide nucleique par synthese sur 
support solide, caracterise en ce qu'on utilise comme support solide un 
5 polymere mineral ou organique relie par un radical hydrocarbone 
divalent a un groupe epoxyde ou un groupe du type glycol, ce dernier 
consistant en deux carbones satures adjacents sur lesquels se trouvent 
substitues respectivement un groupe OH et un groupe nucleophile. 

10 2. Procede selon la revendication 1 caracterise en ce que 

Paccrochage du premier nucleotide sur le support solide se fait dans les 
memes conditions et avec le meme reactif monomere que pour la 
condensation du deuxieme nucleotide avec le premier nucleotide lie au 
support, qui peuvent etre les conditions et reactif monomere 

15 conventionneis utilises lors de la synthese d'acides nucleiques sur 
support solide, ledit premier nucleotide correspondant au premier 
nucleotide de la sequence dudit acide nucleique. 

3. Procede selon Pune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce 
20 qu'il comprend les etapes suivantes de : 

1) condensation du groupe OH en 5' ou 3' du premier nucleotide ou d'un 
oligonucleotide relie a son autre extremite 3' ou 5* au dit support 
solide, k l'aide d'un agent de couplage, avec le groupement phosphate 
eventuellement substitue respectivement en position 3' ou 5' d'un 

25 reactif monomere nucl^otidique protege en 3' et 5* ; 

2) oxydation ou sulfuration du lien internucl^otidique du type phosphite 
obtenu k l'6tape 1) en un lien phosphate ou phosphorothioate 
respectivement. 

3) deprotection de Pextremite 5-0 ou 3'-0 du produit obtenu a Petape 2) ; 
30 4) repetition des etapes 1) a 3) autant de fois que de nucleotides a aj outer 

pour synthStiser Pacide nucleique. 

4. Procede selon Pune des revendications 1 ou 2 caracterise en ce 
qu'il comprend les etapes suivantes de : 
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1) condensation a Taide d'un agent de couplage dudit groupe OH dudit 
groupe de type glycol du support solide avec un groupe phosphate ou 
phosphite eventuellement substitue en position 3' ou 5' d'un reactif 
monomere nucleotidique protege en 5'-0 et 3'-0; 
5 2) oxydation ou sulfuration du lien covalent du type phosphite entre le 
support solide et le premier nucleotide obtenu a Tetape 1) ; 

3) deprotection de Textremite 5'-0 ou 3'-0 du produit obtenu k Tetape 2) ; 

4) condensation du groupe 5'OH ou 3 'OH du produit obtenu k Tetape 3) 
avec le groupe phosphate, phosphorothioate ou phosphite 

10 eventuellement substitue en position 3* ou 5' d'un r&ictif monomere 

nucleotidique protege en 5-0 ou 3-0 respectivement, k Paide dudit 
agent de couplage dans les memes conditions que la condensation de 
Tetape 1); 

5) oxydation ou sulfuration du lieu internucleotidique du type phosphite 
15 phosphite resultant de Tetape precedente en un lien du type 

phosphate ou phosphorothioate respectivement ; 

6) deprotection de Textremite S'-O ou 3'-0 du produit obtenu a Tetape 5) ; 

7) repetition des etapes (4), (5), et (6) autant de fois que de nucleotides k 
aj outer pour obtenir Tacide nucleique k preparer. 

20 

5) Proc6d6 selon la revendication 4 caract6ris6 en ce qu'il comporte 
une etape finale de decrochage de Tacide nucleique du support et 
elimination des groupes protecteurs des bases et, le cas £cheant, des 
positions 2 -O de Tacide nucleique. 

25 

6) Proc6de selon Tune des revendications 4 ou 5 caracterise en ce 
qu'il comprend une etape prealable d'ouverture d'un dit groupe epoxyde 
dudit support solide, en milieu anhydre et acide dans les conditions 
usuelles de deprotection des groupes OH en 5' ou 3' pour donner ledit 

30 groupe du type glycol du support solide. 

7. Composes representes par les formules suivantes : 



35 
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(I) , 



(I 1 ) , 



(ID , 



15 



dans lesquelles : 

- Tun de Ri t R'i, R w i, R2 et R'2 represente un polymere mineral ou 
organique ou un radical hydrocarbone substitue par un polymere 
mineral ou organique, et 

20 les autres sont identiques ou differents et representent 
independamment les uns des autres, H ou un groupe inerte tel qu'un 
groupe alkyl eventuellement substitue, notamment par un ou plusieurs 
halogene(s), 

- Nu represente un groupe nucleophile tel que NH2, Halogene, -OAlk, - 
25 SAlk, -NHAlk, -NHAc, -OAc, -SAc, -N(Alk) 2 , ou Alk et Ac representent 

respectivement un groupe alkyle et acyle, eventuellement substitu6 
notamment par un ou plusieurs halogene(s). 

8) Composes selon la revendication 7 caracterises en ce que Nu 
30 represente -N(Alk) 2 , -NHAc, -OAc, -SAc, un halogene ou Alk et Ac 

representent respectivement un groupe alkyle et acyle en Ci k C 4 
eventuellement substitue par un ou plusieurs halogene(s). 

9) Composes selon la revendication 7 ou 8 caracterises en ce que 
35 ledit support solide repond a Tune des formules : 
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Mu 



ou 



10 




(Ha) 



dans lesquelles R lf R 2 , Nu ont les significations donnees dans la 
revendication 7. 



OH 
/ 

CH (la) 




25 



15 10. Compose selon la revendication 9 caracterise en ce que ledit 

compose repond a Tune des formules : 

Nu 

^CH CH 2 (OH) (lb), 

Ri 

Ri — CH CH 2 (I*b), ou 



R x C O— CH 2 CH 2 (OH) (lib ) 



O 



11. Compose selon Tune des revendications 7 a 9 caracterise en ce 
que (Ri et R 2 ) ou (R'i et R'2) foment ensemble un cycle, notamment un 
het^rocycle, sur lequel se trouve substitue le polym£re. 

30 12. Compose selon la revedication 11 caracterise en ce que (Ri et R 2 ) 

ou (R'i et R 2 ) forment ensemble un cycle ribose et Nu represente la 
fonction 2*-0 protege par un groupe protecteur tel que CH3- C - O. 

O 
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13. Procede selon I'une des revendications 1 a 6 caracterise en ce 
que ledit support solide est constitue par un compose selon l'une des 
revendications 7 & 10. 

5 14. Procede selon Tune des revendications 2 a 6 et 13 caracterise en 

ce que ledit reactif monomere nucleotidique repond a la formule : 



10 




(III) 



dans laqueile : 

- A represente H ou un groupement hydroxyle eventuellement protege, 

- B est une base purique ou pyrimidique dont la fonction amine 
exocyclique est eventuellement protegee, 

20 - C est un groupe protecteur conventionnel de la fonction 5 '-OH, 

- x = O ou 1 avec 

a) lorsque x= 1 : 

R3 represente H et R4 represente un atome d'oxyg^ne charge 
negativement, ou 

25 • R3 est un atome d'oxygfcne et R 4 represente soit un atome 

d'oxygene, soit un atome d'oxygene porteur d'un groupe 
protecteur, et 

b) lorsque x = 0, R3 est un atome d'oxygene porteur d'un groupe 
protecteur et R4 est soit un halogene, soit un groupe amine disubstitue. 

30 

15. Procede selon la revendication 14 caracterise en ce qu'il s'agit 
un procede de synthese au phosphoramidite dans lequel le reactif 
monomere repond a la formule (III) avec x = 0 f R3 est un atome d'oxygene 
porteur d'un groupe protecteur et R4 est un groupe amine disuhstitue. 

35 
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16. Procede selon l'une des revendications 1 a 6 et 13 a 15 
caracterise en ce que le polymere est sous forme de microbiiles ou 
microfibres de verfe, notamment poreux, de silice, d'oxydes metailiques, 
de cellulose ou de polymere organique, notamment de la cellulose. 

17. Procede selon Tune des revendications 1 a 6 et 13 k 16 
caract6ris6 en ce que le polymere est un polymere mineral constitue 
notamment k base de verre ou de silice. 
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